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BEVEZETÉS
Az első Rho fehérjét a Ras kis GTP kötő fehérjék családjának tagjaként izolálták. A Rho 
fehérje család legtöbbet tanulmányozott tagjai a RhoA, Racl és a Cdc42 fehérjék. Először ezek a 
fehérjék a citoskeleton és a citoskeleton által irányított folyamatok szabályozóiként voltak ismertek. 
Később igazolták, hogy fontos szerepük van különböző jelátviteli folyamatok szabályozásában is, 
úgymint a sejtciklus, a sejt transzformáció és a neuronális differenciádé szabályozásában. A PhD 
tézisem alapjául szolgáló munka során a RhoA fehérjének a neuronális növekedési faktor (NGF) által 
indukált neuronális differenciáció jelátvitelében betöltött szerepét vizsgáltam patkány 
pheochromocytoma (PC12) sejtekben.
Munkámat Dr. Szeberényi József és Dr. Tigyi Gábor vezetése alatt végeztem és szerves 
folytatása Dr. Sebők Ágnes munkájának, melyben azt igazolta, hogy a RhoA fehérjének kettős szerepe 
van a neuronális differenciádéban. Kimutatta, hogy a neuronális differenciáció iniciációs fázisában az 
NGF inaktiválja a RhoA-t, majd a neurit növekedés fázisában a RhoA ismét aktiválódik. Ezután én azt 
vizsgáltam, hogy az iniciáció fázisában milyen fehérjék közvetítik a jelet az NGF-tőI a RhoA fehérjéig, 
majd a RhoA fehérje aktivitásának egy új szabályozó mechanizmusát írtam le, mely befolyásolja a 
célfehérjék kötődését.
Kísérleteim első felében az NGF-től milyen jelátvitel molekulák közvetítik az információt a 
RhoA felé. Igazoltam, hogy az NGF a nagy affinitásé NGF-receptoron, a TrkA-n keresztül, a Ras-tól 
független jelátviteli úton gátolja a RhoA fehérjét. Megmutattam azt is, hogy a TrkA és RhoA közötti 
jelátvitelben a foszfatidilinozitol-3-kináz (P13-K) és a Rác fehérje aktivitása is szükséges és a PI3-K a 
Rác felett helyezkedik el. Munkám második felében azt igazoltam, hogy a RhoA fehérje 
szabályozásában a már eddig is jól ismert GDP-GTP kötésen kívül a foszforilációnak is szerepe van, 
pontosabban a 188-as pozícióban lévő szerín protein kinéz A (PKA) általi modifikációjának. A RhoA 
fehérje foszforilációja megváltoztatja az egyes elektorokhoz való affinitását, nevezetesen a foszforilált 
RhoA nem képes kötődni a Rho-kinázhoz, de fokozottabban kötődik a PKN-hez, a rhotekinhez és az 
mDia-hoz. Ezáltal lehetővé válik, hogy a RhoA által elindított jelátviteli utak a szükségleteknek 
megfelelően különbözőképpen aktiválódjanak.
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RÖVID IRODALMI ÁTTEKINTÉS
Az általam vizsgált RhoA fehérje a kis GTP kötő fehérjék Ras szupercsaládjába tartozik, ezen 
belül a Rho fehérje családba. A Rho fehérjecsalád tagjai több, mint 50%-os szekvencia homológiát 
mutatnak egymással és a szekvencia hasonlóság alapján 6 aJcsaládba lehet osztani őket. A hat alcsalád 
közül a Rho, a Rác és a CdC42 szerepét vizsgálták legtöbbet. A Rác család fehérjéi a 
lamellopodiumok, a Cdc42 család fehérjéi a filopódiumok kialakulásának szabályozásában játszanak 
szerepet. A Rho család tagjai az aktin citoszkeleton szerveződését szabályozzák és minden olyan 
folyamatot, melyben az aktin citoszkeletonnak szerepe van, úgymint a citokinézis, fagocitózis, 
pinocitózis, sejtvándorlás, axon növekedés. Ezen kívül különböző jelátviteli mechanizmusok 
szabályozásában is részt vesz, mint pl. a sejtciklus, a sejt transzformáció, apoptózis, neuronális 
differenciáció.
GDP-GTP ciklus:
Eddigi ismereteink szerint a RhoA fehérje aktivitásának szabályozásában, mint minden GTP 
kötő fehérje szabályozásában a GTP és GDP kötött állapot játszik szerepet. GDP kötött állapotban a 
fehérje inaktív, a guanin nukleotid leválását gátló (GDI) fehérjéhez kötődve a citoplazmában található. 
Amikor a sejt aktiválódik bizonyos extracelluláris hatásokra (pl. növekedédi faktor kötődés), akkor a 
GDl-t leválasztó faktorok (GDF) kötődnek a RhoA/DGl komplexhez és ezáltal a GDI leválik a RhoA 
fehérjéről. Ez elősegíti a guanin nukleotid kicserélő faktorok (GEF) kötődését a RhoA-hoz és 
megtörténhet a GDP cseréje GTP-re. A GTP kötött RhoA fehérje aktív és transzlokálódik a 
citoplazmából a sejtmembránba, ahol a célfehérjéihez kapcsolódva, azokat aktiválva továbbítja a jelet. 
Effectorok:
Az elmúlt években több, mint 30 olyan fehérjét azonosítottak élesztő kettős-hibrid módszerrel, 
amelyek a Rho, Rác, Cdc42 fehérjék effektorai. Közülük a Rho fehérjék effektorait a Rho-kötö 
szekvenciájuk alapján három csoportba lehet osztani.
1. Az első csoport a PRK (protein kinase C (PKC)-related protein kinase) fehérje család, melynek 
tagjai az általam vizsgált PRK1/PKN és rhotekin, továbbá a PRK2, rhofilinl/2. A PKN egy 
serin/threonin kináz, melynek C-termiális regiója nagy hasonlóságot mutat a PKC katalitikus 
doménjével. A PKN fehérje számos funkciója ismert: i) a RhoA fehérjéről továbbítja a jelet a 
citoszkeleton felé, ezáltal szabályozza a sejt morfológiáját, valamint a sejtciklust szabályozó fehérjék 
felé, melynek eredménye a mitózis késleltetése, ii) a neurofilamentumok foszforilációján keresztül 
gátolja az intermedier filamentumok rendeződését, iii) közvetíti a jelet a RhoA fehérjétől a serum
response factor (SRF)-fÜggő transzkripció felé. A rhotekin katalitikus aktivitással nem bíró fehérje, 
mely a fehéije-fehérje és a fehéije-lipid kötödes szabályozásában vesz részt, így feltehetően a RhoA- 
nak a különböző sejtmembrán részekhez való transzlokációjának szabályozásában vesz részt.
2. A második csoport a Rho-kináz család, melynek tagja az általam vizsgált pl60ROCK/ROK(3/ROCK-I 
(a későbbiekben ROK-nak vagy Rho-kináznak fogom nevezni) és a család másik tagja a 
ROKa/ROCK-II. A Rho-kináz család tagjai szintén serin/threonin kinázok. Az általam vizsgált ROK 
fehérje nagy mennyiségben expresszálódik az agyban. Ismert, hogy a ROK-nak szerepe van a stressz 
rostok és a fokál adhézió kialakulásának szabályozásában, a c-fos transzkripciós faktor és a 
sejtciklusban a G|/S átmenetet elindító fehérjék expressziójának szabályozásában. Az is ismert, hogy a 
ROK fehérje inaktivációja szükséges és elégséges a neuritretrakció létrehozásához, valamint a ROK 
gátlása neurit növekedést indít el PC 12 sejtekben NGF-tŐl függetlenül.
3. A harmadik csoport tagja az általam vizsgált mDia, valamint a citron kináz és a citron. Az mDia a 
ROK fehérjével együttműködve közvetíti a jelet a RhoA-tól az aktin citoszkeleton újrarendeződésének 
folyamatában.
NGF által Indukált neuronális differenciádé PC12 sejtekben:
A z  NGF receptortól kiindulva már több jelátviteli utat is azonosítottak. Ezek közül elsőként 
kell megemlíteni a legtöbbet tanulmányozott Ras/Raf/MEK/ERK utat, másrészről a Ras-tól független 
Crk/C3G/Rapl/bRaf utat, melyek mindegyike az extracelluláris jel által szabályozott kináz (ERK) 
tartós aktivációjához vezet, mely szükséges a neurit növekedéshez. Ez utóbbi, Ras-fÜggetlen jelátviteli 
úthoz kapcsolható a protein kináz A (PKA) fehérje, hisz igazolták, hogy Ras-tól függetlenül képes az 
ERK tartós aktivációjának létrehozására. A harmadik jelátviteli útnak a sejt túlélésében van fontos 
szerepe, ismert tagjai a PI3-K, Gabi ésaIR SI fehérjék.
A RhoA fehérje szerepét a neuronális differenciádéban először a neuritretrakció során 
igazolták. Kimutatták, hogy a RhoA fehérje aktivációja például lizofoszfatid savval (LPA) vagy aktív 
RhoA fehérje expressziójával, a differenciálódott PC 12 sejtekben a neuritok összeesését, retrakcióját 
hoztz létre. Továbbá azt is megmutatták, hogy a RhoA fehérje inaktivációja például C3 toxinnal vagy 
domináns gátló RhoA fehérje expressziójával a neuritok növekedését idézi elő. Végül 
munkacsoportunkkal azt igazoltuk, hogy az NGF-indukálta neuronális differenciádé iniciációs fázisa 
során a RhoA fehérje inaktiválódik, majd a neurit növekedés fázisában a RhoA fehérje újra aktív 
állapotba kerül.
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ALKALMAZOTT MÓDSZEREK
Sejtkultúrák és sejtvonalak: Kísérleteimben a patkány pheochromocytoma eredetű PC 12 sejteket, 
illetve ezek mutánsait, valamint egyes biokémiai jellegű kísérletekben HEK293 (human embrionális 
vese) sejteket alkalmaztam.
Plazntidok: HA-taggal ellátott Rho és Rác mutánsokat tranziens transzfekciós kísérletekben, a His- 
taggal ellátott plazmidokat baculovírusokban használtam.
Tranziens transzfekció: Idegen fehérjék sejten belüli expressiójára tranziens transzfekciót 
alkalmaztam: az RacN17 domináns negatív fehérjének, a RhoAsl88A mutáns fehérjéket expresszáltam in 
vivo kísérletekben, valamint in vitro kísérletekhez izoláltam vad típusú és S Í88A mutáns RhoA 
fehérjét.
Rekombináns fehérjék előállítása bakulovírus expressziós rendszerben: Az így izolált fehérjéket in 
vitro foszforilációs és pull down esszékben használtam.
Sejtfrakcionálás: Kísérleteim során a RhoA fehérje inaktiválódását és célfehérjéihez való affinitását 
részben teljes sejtlizátumon, részben membrán és citoplazma frakción vizsgáltam.
A  RhoA fehérje in vitro foszforilációja: A PKA enzim által történő foszforiláció során rádioaktív 
foszforral jelölt RhoA fehérjét állítottam elő, majd a célfehérjékhez való kötődését vizsgáltam ezáltal 
meghatároztam a foszforiláció hatását a RhoA és effektorok közti kötés erősségére. 
uEffector pull down” esszé: A RhoA fehérje és elektorai közötti kapcsolat kimutatására használtam. 
A módszer során a különböző módon kezelt PC12 sejtekből származó RhoA fehérjét a különböző 
effektor fehérjék Rho-kötő doménjének GST-taggal ellátott fragmentumaival reagáltattam, majd az így 
képződött komplexet glutation-gyöngyökkel precipitáltam.
Western biot: Az aktiválódott/inaktiálódott, továbbá a pull-down esszé során izolált fehérjék 
mennyiségének kimutatását kereskedelmi forgalomban kapható antitestek (RhoA, Rác, Akt) 
felhasználásával Western biot analízissel végeztem.
Statisztikai módszerek: Minden eredmény legalább 3 független kísérlet eredményén alapul. Student T- 
tesztet használtam az NGF kezelés és a foszforiláció hatásának elemzésére.
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EREDMÉNYEK
1. Az NGF által indukált jelátviteli út egyes fehérjéinek azonosítása, melyek szerepet 
játszanak a RhoA inaktiválódásában.
Korábbi vizsgálatainkkal igazoltuk, hogy rövid ideig tartó NGF kezelés határa PC 12 sejtekben a 
RhoA fehéije inaktiválódik. A munkám első részében arra kerestem választ, hogy milyen jelátviteli 
molekulák közvetítik az NGF hatását a RhoA molekulához. A RhoA fehéije aktiválódásának 
vizsgálatához az úgynevezett “effector pull down” esszét használtam.
TrkA
Először azt határoztam meg, hogy melyik NGF receptornak van szerepe a RhoA 
inaktiválódásában. A nagy affinitású NGF receptor, a TrkA molekula szerepének vizsgálatához az 
nnr5 nevű PC12 sejtklónt használtam. Ebben a PC12 kiónban nincs működőképes TrkA receptor. A 
kísérletek során megállapítottam, hogy ezekben a sejtekben az NGF kezelés nem inaktiválta a RhoA 
fehérjét. Ebből arra a következtetésre jutottam, hogy a TrkA NGF receptor szükséges az NGF által 
indukált jelátviteli út aktiválásához, mely a RhoA inaktiválódásához vezet.
Ras
Ezután a legtöbbet tanulmányozott, ezáltal legismertebb NGF neuronális differenciációt 
közvetítő jelátviteli utat, a Ras kis GTP-kötő fehéije által közvetített utat vizsgáltam. Az M-M17-26 
nevű PC 12 sejtvonalban domináns negatív Ras fehéije expresszálódik nagy mennyiségben, melyet Dr. 
Szeberényi állított elő transzfekcióval. Az M-M17-26-os sejtek NGF-fel történő kezelése során az 
aktivált RhoA fehéije mennyisége csökkent, a vad típusú PC 12 sejtekhez hasonlóan, annak jeleként, 
hogy az NGF a Ras fehérjétől függetlenül képes gátolni a RhoA fehérjét.
Racl
Fibroblaszt sejtekben már ismert egy hierarchikus sorrend, melyben a Cdc42 fehéije után a 
Racl, majd utána a RhoA fehéije aktiválódik. Ez az eredmény felvetette azt a lehetőséget, hogy a 
neuronális differenciádé jelátvitelében a Racl közvetíti jelet a RhoA felé. Ahhoz, hogy ezt 
vizsgáljuk, domináns negatív/gátló Racl fehérjét expresszáltam PC12 sejtekben és ezekben a sejtekben
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vizsgáltam az NGF hatását a RhoA fehéijére. Azt találtam, hogy a Racl fehérje gátlása következtében 
az NGF kezelés ellenére sem történt neurit növekedés a PCI 2 sejteken, valamint a RhoA fehérje nem 
inaktiválódott. Ebből arra következtettem, hogy a Racl fehéije szükséges az NGF és a RhoA fehéije 
közötti jel közvetítésében.
PI3-K
Szintén fibroblaszt sejtekben írták le, hogy a Ras-tól független jelátviteli út indul ki a receptor 
tirozin kinázoktól, mely során a P13-K-on keresztül aktiválódik a Racl fehéije. Ezért esett a 
választásom arra, hogy vizsgáljam vajon a P13-K-nak van-e szerepe az NGF és RhoA közötti 
jelátvitelben. Wortmanninnal és LY294002-vel, két specifikus P13-K gátlószerekkel előkezelt PC12 
sejteket kezeltem NGF-fel, majd vizsgáltam a RhoA fehérje aktivitását. Igazoltam, hogy a PI3-K 
gátlása gátolta az NGF hatását a RhoA inaktivációjára, ebből azt a következtetést vontam le, hogy a 
PI3-K fehéije szükséges az NGF által közvetített jelátviteli útban, mely során a RhoA gáttódik.
A PI3-K és a R acl közötti kapcsolat
A PI3-K és a Racl fehérje közötti alá- és fölérendeltségi viszonyt kétféleképpen vizsgáltam. 
Egyrészt a fent említett specifikus P13-K gátlószerekkel előkezelt PC 12 sejtekben vizsgáltam, hogy az 
NGF kezelés hatására aktiválódik-e a Racl fehérje. Kísérleteimmel igazoltam, hogy ezekben a 
sejtekben az NGF nem tudja aktiválni a Racl fehéijét, tehát a P13-K szükséges a Racl aktiválódásához 
NGF hatására. Másrészt domináns negatív Racl fehéije expressziójával vizsgáltam, hogy az NGF 
kezelés hatására létrejövő P13-K aktiválódáshoz szükséges-e a Racl fehéije. A Racl fehérje gátlása 
nem akadályozta meg a P13-K aktiválódását NGF hatására. A fent leírt kísérletekből arra 
következtettem, hogy a PI3-K a Racl fehéije felett helyezkedik el az NGF által indukált jelátviteli 
útban, mely során a RhoA inaktiválódik.
2. A foszforlláció szerepe a RhoA fehérje affinitásának szabályozásában a különböző 
effector fehérjéi felé.
Kísérleteimben a RhoA fehérje aktivitásának vizsgálatára az úgynevezett effektor pull down 
esszét használtam. Ez a módszer azon alapul, hogy a GTP kötött, aktív RhoA fehéije kötődik a 
célfehérjéihez. A módszer során ezt a kötődést kihasználva GST-effektor fúziós fehérjével a RhoA
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fehéije precipitólható és a lehúzott RhoA mennyisége Western blottal meghatározható. Kísérleteim 
kezdetén négy különböző GST-effektor fúziós fehérjét használtam, a GST-ROK, a GST-PKN, a GST- 
mDia és a GST-rhotekin komplexeket. Meglepetésemre az NGF kezelés hatására a különböző 
komplexek, különbözőképpen kötődtek a RhoA-hoz. Ahogy vártuk a GST-ROK kötött RhoA 
mennyisége csökkent NGF kezelés hatására, míg a másik három célfehéije fokozottabban kapcsolódott 
a RhoA-hoz NGF kezelés hatására. Ez az eredmény felvetette egy további aktivitást szabályozó 
mechanizmus lehetőségét a GTP-GDP csere mellett. Ismert volt az irodalomból, hogy a PKA fehérje 
képes a RhoA fehérjét foszforilálni a 188-as szerin aminósavon. A foszforiláció számos fehéije 
esetében aktivitást szabályozó mechanizmus, ezért kísérleteimben azt akartam igazolni, hogy ez a 
RhoA esetében is így van-e.
PKA
Először azt vizsgáltam, hogy a PKA fehéijének van-e szerepe az NGF indukálta RhbA 
inaktiválódásban. A PKA fehérje közvetlen aktiválása dbcAMP-vel vagy Forskolinnal, az NGF-hez 
hasonlóan csökkentette a ROK-hoz kötődő RhoA mennyiségét és ezzel szemben növelte a PKN-hez 
kötődő RhoA mennyiségét. Ugyanakkor specifikus PKA gátlószerekkel előkezelt PC12 sejtekben vagy 
működőképes PKA fehérjét nem expresszáló PC 12 sejtekben NGF kezelés hatására nem változott a 
RhoA fehéije affinitása sem a ROK, sem a PKN célfehérjéhez. A kísérletekből arra következtettem, 
hogy a PKA szükséges a jel továbbításában az NGF-től a RhoA fehérje felé.
A 188-as szerín aminósav a RhoA fehérjében
In vitro kísérletekben, rádioaktív foszfor izotóp felhasználásával igazoltam, hogy a RhoA 
fehérjét a PKA enzim foszforilálja, továbbá azt is megmutattam, hogy a 188-as pozícióban lévő szerin 
aminósav az egyetlen foszforilációs hely a RhoA fehérjén, melyet a PKA foszforilál.
A foszforiláció, mint a RhoA egy újabb, másodlagos szabályozó mechanizmusa.
Végül kísérleteim utolsó fázisában azt igazoltam, hogy a GTP-kötött állapot szükséges ahhoz, 
hogy a RhoA fehéije kötődjön mind a ROK, mind a PKN célfehéijéhez. Továbbá in vitro 
kísérletekben kimutattam, hogy a GTP-kötött RhoA fehéije PKA általi foszforiláció után elveszti 
affinitását a ROK célfehéijéhez, ezzel szemben a foszforiláció tovább fokozza a RhoA-nak a PKN 
effektor fehérje felé irányuló affinitását. In vivo kísérletekben a RhoAsl88A mutáns fehéije 
expressziójával kimutattam, hogy a 188-as pozícióban lévő szerin aminósav foszforilációjának hiánya
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nem csökkenti a RhoA fehéije affinitását a ROK effektorhoz és nem növeli a PKN-hez az NGF 
kezelést követően. Kísérleteimmel igazoltam, hogy a RhoA fehérje 188-as szerin aminósavon történő 
foszforilációja - a  GTP-GDP kötés mellett- alapvető fontosságú az NGF által indukált jel differenciált 
továbbításához a különböző effektor fehérjék felé.
ÖSSZEFOGLALÁS
Munkám első részében az NGF által indukált, a RhoA fehérje inaktivációjához vezető jelátviteli 
út egyes elemeit azonosítottam. Igazoltam, hogy az NGF Ras fehérjétől független jelátviteli úton 
inaktiválja a RhoA fehérjét. Továbbá azt is igazoltam, hogy az NGF által indukált jel közvetítésében a 
TrkA, PI3-K és Racl fehéijék szükségesek, az előbb leírt sorrendben.
Munkám második felében igazoltam, hogy a GTP-GDP kötésen kívül a RhoA fehéije 188-as 
pozíciójában lévő szerin aminosavának foszforilációja egy másodlagos szabályozási mechanizmus, 
mely hatására a foszforiláció csökkenti a GTP kötött RhoA affinitását a ROK effektor fehérjéhez és 
ezzel szemben növeli a GTP kötött RhoA affinitását a PKN-hez, az mDia-hoz és a Rhotekinhez.
Bár munkám során molekuláris biológiai módszerekkel a sejten belüli mechanizmusokat' 
vizsgáltam és eddig nem ismert részleteket írtam le, mint orvos hiszek benne, hogy munkámmal a 
gyakorlati orvostudomány fejlődéséhez is hozzájárulhatok. Eredményeim talán elősegíthetik új 
diagnosztikai módszerek, valamint új, specifikusabb gyógyszerek kifejlesztését. Ismert például, hogy 
jelenleg gerincvelő sérülést kővetően a gerincvelő nem regenerálódik. McKerracher munkacsoportja 
írta le, hogy a C3 toxin kezelés, mellyel a RhoA fehérjét gátolták, elindította a látóideg regenerációját, 
bár nem hozott létre teljes regenerációt. Hiszek benne, hogy azáltal, hogy megismerjük a RhoA fehéije 
szabályozásának újabb, eddig nem ismert aspektusait, valamint a RhoA fehérjéhez vezető jelátviteli 
utakat részletesebben, lehetőség nyílhat arra, hogy a C3 toxinnál specifikusabb gyógyszert fejlesszünk 
ki, mellyel a teljes regeneráció elérhető lenne.
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